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RESUMO - Os sistemas de cultivo afetam a microbiota do solo e, neste estudo, procurou-se investigar 
algumas interações entre microrganismos de importância agrícola e o feijoeiro (Pliaseolus vulgaris) e 
milho (Zea inays) em monocultura ou consórcio. Em condições controladas, tanto os exsudatos de 
feijão como os de milho estimularam a sobrevivência, o crescimento e a indução do genes nod de 
.khizobium, a nodulação e o acúmulo de N no feijoeiro e a sobrevivência de Ázospirilium «poferum. 
Em um solo cultivado por dois anos com feijoeiro e milho em monocultura e consórcio, a população 
de Ázospirilium spp. foi elevada e não diferiu entre os tratamentos, enquanto a população de R/iizobium 
Iropici, os oxidantes do nitrito e a biomassa microbiana foram favorecidas pela presença do feijoeiro 
em consórcio ou monocultura. A espécie Rhizobium ali representou cerca de 15% da população 
rizobiana, exceto na monocultura de milho, em que esteve ausente e na qual predominou Rliizobiu,n 
spp., capaz de nodular somente leucena (Leucaena leucocephala). Extratos de solo sob consórcio 
apresentaram teores mais elevados de compostos fenólicos indutores dos genes mxi de Rhizobium. Os 
tratamentos não afetaram o número de esporos de fungos micorrízico-arbusculares, embora o feijoeiro 
em monocultura tenha proporcionado maior diversidade de espécies fúngicas. 
Termos para indexação: Ázospirilluin, bactérias diazotróficas, biomassa microbiana, fixação biológica 
do nitrogénio, fungos micorrízicos, microrganismos amonificadores, microrganismos oxidantes do 
nitrito, Phaseolus vulgaris, RJ,izobiu,n, Zea mays. 
INTERACTIONS AMONO SOIL MICROORGANISMS AM) BEAN M4D MAIZE GROWN 
IN MONOCULTURE OR INTERCROPPED 
ABSTRACT - Differences in crop systems reflect iii soil microorganisms and lii this work some 
interactions among agronomically important microorganisms and common bean (Phaseolus vulgaris) 
and maize (Zea mays) grown iii monoculture or intercropped were studied. Under controlled condi-
tions, both bean and maize exudates stimulated rhizobial survival, growth, and nod gene inducing 
activity, bean nodulation and N accumulation iii tissues, and Ázospirilluns «poferum survival. Alter 
two years with bean and maize in monoculture or intercropped, Azospiril!lum spp. population was high 
and did not differ between treatments, while iViizobium tropici, nitrite oxidizers and soil biomass were 
favored by bean plants. Rhizobium etli represented, on average, 15% of rhizobial population, except 
for soils with maize grown alone, where this species was absent, predominating Rhizobium spp., 
which nodulate exclusively leucaena (Leucaena leucocephala). Soil extracts from the intercropped 
system showed higher content of nod gene inducing phenolic compounds. Mycorrhizal spore number 
was not affected by the treatments, although bean iii monoculture favored species diversity. 
Index terms: amonifiers, Azospirillum, biological nitrogen fixation, diazotrophic bacteria, microbial 
mass, mycorrhizal fungi, nitrifiers, Phaseolus vu!garis,Rhizobium, Zea mays. 
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INTRODUÇÃO 
O consórcio de culturas, como feijoeiro/milho, 
feijoeiro/cana-de-açúcar, soja/milho, e a rotação de 
culturas, como soja/trigo, soja/milho e feijoeiro/mi-
lho, são utilizadas em larga escala. Os benefícios da 
associação de culturas compreendem o suprimento 
energético e de nutrientes balanceido, maximização 
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das fontes protéicas, utilização eficiente da• água;, 
controle de ervas daninhas e doenças a um baixo 
custo, controle da erosão, melhoria da fertilidade do 
solo e aumento da produtividade (Wahua & Milier,. 
1978a, 1978b; Saito, 1982; Faris et alJ'1983; 
Siqueira et ai., 1994; Hungria et ai., 1995). 
Como as leguminosas fixadoras de N 2 são nor-
malmente componentes dos sistemas de rotaão e 
consórcio, formou-se a crença gera) de que os prin-
cipais beneficios ocorram devido à transferência do 
N2 fixado peia.leguminosa para a gramínea, 
(Wilson, 1940). De fato, há relatos de transferência 
de N de leguminosas para não-leguminosas que cres 
cem em consórcio (Ruschel et ai.; 1979; Gilier 
et ai., 1991), que pode ocorrer tanto por excreção 
de compostos nitrogenados, que são assimilados 
pela planta não-fixadora (Ruschel et al., 1979), como 
por decomposição dos nódulos e raízes durante a 
senescência (Saito, 1982). Entretanto, constata-se, 
freqüentemente, transferência não-expressiva de N 
entre as culturas, comõ no estudo com milho e 
feijoeiro consorciados, em que Bonetti (1991) ob-
servou que a taxa máxima de transferência da 
leguminosa para a gramínea foi de 4 kg.ha' de N. 
Ademais, os efeitos da associação de gramíneas 
na nutrição nitrogenada das leguminosas não são 
claros e requerem maiores investigações. Há diver 
sos relatos de aumentos na iiodulação, na atividade 
específica dos nódulos e ho aumento do N total em 
leguminosas consórciadas ou cultivadas após 
gramíneas (Wahuá & Mililer, 1978a,1978b; 
Embrapa, 1984; Crookston ét aI., .1988, ! 1991; • 
Bonetti, 1991), cujas bases biológicas, no entanto, 
não são totalmente compreendidas. 
A nutrição nitrogenada das plantas consorciadas 
pode, ainda, ser- afetada pelos processos de - 
mineralização e imobilização, mediados por micror-
ganismos que também podem ser influenciados pe-
los exsudatos da rizosfera (Nye, 1979; Curl & 
Trvelove, 1985; Rao, 1990). Conseqüentemente, os 
fatores responsáveis pelos efeitos da interação entre 
plantas e microrganismos não estão bem esclareci-
dos e devem ser investigados, para se poder explo-
rar o potencial agrícola desses sistemas e obter in-
crementos na produtividade das culturas. 
A simbiose entre plantas e fungos micorrízico-
-arbusculares (FMA) é outro fator que pode afetar o 
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balanço nutricional da relação entre gramíneas e 
leguminosas em consórcio (Munns & Mosse, 1980; 
Barea & Azcon-Aguilar, 1983), o que pod&ocorrer, 
por exemplo, pela transferência de nutrientes de uma 
planta para outra, através das hifas dos fungos, que 
permitem a interconexão entre as plantas (Heap & 
Newman;1980; Francis et ai., 1986). 
O feijoeiro é uma cultura de grande importancia 
social no Brasil, sendo, geralmente, cultivado em 
consórcio com o milho. Na América Latina, 80% da 
produção de feijão ocorre em plantios consorciados, 
principalmente com o milho (Francis et al., 1982). 
Na região de Irati, no Paraná, onde o ensaio foi con-
duzido, 79% da cultura está sob consórcio, ocupan-
do 70% da área com culturas temporárias e, 
freqüentemente, a produtividade do feijoeiro con-
sorciado supera a da monocultura. Este trabalho 
avaliou alguns fatores microbiológicos relacionados 
com os beneficios proporcionados pelo consórcio 
feijoeiro/niiiho, com o objetivo de incrementar a 
produção desse sistema e reduzir, concomitante-
mente, a utilização de insumos agrícolas. 
- 	 MATERIAL E MÉTODOS 
Experimentas conduzidos em laboratório e casa de 
vegetação. 
- Efeito da adição dos exsudatos de sementes de milho e 
feijâonanodulaçãodofeijoeiro - 
• O experimento foi conduzido em vasos de Leonard 
modificados, contendo areia e venniculita (112, v/v) esteri-
lizadas (Vincent; 1970). Sementes de feijão (Phaseolus 
vulgaris), cv. Negro Argel, foam desinfectadas com álcool 
e hipóclorito de sódio a 20%. Foi inoculada a estirpe deR. 
tropici CIAT 899 na proporção dei- mL de inóculo 
(108 células.mL') por semente. Os exsudatos foram obti-
dos pela incubação das sementes de feijão, cvs. Negro 
Argel, Carioca, Carioca-80 e Rio Tibagi, e de milho (Zea 
mays), cvs. Centralmex, Sintético APEAX, AG 162 e 
Agroman 2001, em água deionizada e estéril, sob agitação, 
para permitir aeração, durante 24 horas. Os exsudatos dè 
cadal5 sementes foram liofiliíados, iessuspensos em 
10 mL de água estéril e adicionados às sementes na hora da 
inoculação. O experimento foi conduzido em blocos ao 
acaso, com quatro repetições. As plantas foram coletadas 
aos 30 dias após a emergência (DAE). Foi avaliada a massa 
de nódulos e da parte aérea seca e o N total da parte aérea. 
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Efeito da adição de exsudatos de sementes de feijão e 
milho na indução dos genes da nodulação de Rhízobium 
Os exsudatos de feijão e milho foram obtidos com qua-
tro repetições, conforme já descrito, durante 24 horas, e 
foram utilizados para a avaliação sem serem submetidos à 
liofilização. A indução foi avaliada pela atividade 
da fl-galactosidase, conforme descrito por Hungria et ai. 
(1991a), utilizando-se a estirpe RBL 1283 de R. 
legumínosarum bv. p/iaseoli, que contém uma fusão 
nodA-IacZ em seu plasmídeo simbiótico. 
• Efeito da adição de exsudatos de sementes de feijão e 
milho no crescimento in vítra de R/iizobium 
A estirpe CIAT 899 de E. tropici foi transferida de 
tubos que continham meio com extrato de levedura e 
manitol (yeast manitol, YM) (Vincent, 1970) para um meio 
mínimo, com lg.L' de manitol (Hartwig etal., 1991), onde 
foi mantida antes do início dos experimentos. Os exsudatos 
de cada dez sementes foram obtidos em água estéril, sob 
agitação, durante 24 horas, procedendo-se, então, à 
liofilização e à ressuspensão em 1 mL de água estéril e 
adição ao meio, após esterilização por filtragem em mem-
branas de nitrocelulose (0,22 sm). Os ensaios foram condu-
zidos em frascos com 20 mL do meio mínimo, com quatro 
repetições, conforme descrito por 1-lartwig etal. (1991). A 
contagem do número de células viáveis foi realizada pelo 
método do Número Mais Provável, NMP (Vincent, 1970), 
após diluição em solução estéril com NaCI a 0,85% e 
plaqueamento em meio extrato de levedura-manitol-ágar 
(yeast manitol agar, YMA) com vermelho Congo a 0,05% 
(Vincent, 1970). 
Sobrevivência de Rhizobium e Azospirillwn na rizosfera 
do feijoeiro e do milho 
Foram preparados inóculos de E. tropici CLAT 899 e 
A. ls'poferunz Sp242 na concentração de 10* 
 células.mL'. 
Sementes de feijão, das cultivares Negro Argel, Carioca, 
Carioca-80 e Rio Tibagi, e de milho, das cultivarei 
Centralmex, Sintético IPEAX, AO 162 e Agroman 2001, 
foram desinfectadas e semeadas em vasos de Leonard mo-
dificados, conforme já descrito. No momento do plantio, 
adicionaram-se 5 mL de inóculo de Rhizobiuni ou 
Azosp (ri//uni a cada vaso, cujas plantas foram desbastadas 
após a emergência, deixando-se duas plantas por vaso. Aos 
vinte dias após a semeadura, retiraram-se lO g do substrato 
dos vasos, procedendo-se, então, à diluição em solução es-
téril com NaCl, a 0,85%. O número de células de R/iizobium 
foi avaliado pelo método de NMP em plantas, utilizando-se 
feijoeiro, cv. Negro Argel. O número de células de 
Azospiri/lum foi avaliado pela inoculação em meio NFb (N 
free broth), isento de N e semi-sólido (Moreira, 1994), veri-
ficando-se o crescimento com a formação da película típica 
dessa bactéria e constatando-se, em microscópio, caracte-
rísticas morfológicas típicas da espécie. 
Experimento conduzido em campo / 
/ 
O experimento foi conduzido com quatro repetições, em 
blocos ao acaso, em um Cambissolo na região de 
Cerro da Ponte Alta, Irati, Paraná. As amostras foram 
retiradas após dois anos de cultivo com os seguintes 
tratamentos: I. milho, com espaçamento de 1,0 m e 
5-7 plantas.m" linear; 2 - feijoeiro, com espaçamento de 
0,5 m, com 15 plantas.m' linear; e 3- feijoeiro e milho con-
sorciados, sendo o milho semeado na fase de pré-
-florescimento do feijoeiro, com arranjo de duas linhas de 
feijoeiro para uma linha de milho, em linhas espaçadas por 
0,5 m e com as mesmas densidades de plantio dos trata-
mentos 1 e 2. A cultivar de feijoeiro utilizada foi a LAPAR-20 
e a de milho, a BR-201. Segundo registros da área, ela nun-
ca foi submetida à inoculação de Rhizobium. Um mês após 
a coleta do milho, retiraram-se amostras de solo, da profun-
didade de 0cm a 15cm, dos diversos tratamentos, passan-
do-se as amostras do solo por peneira de 4 mm. Para a 
análise química (Tabela 1), realizada segundo Pavan 
et aI. (1992), as amostras de solo foram combinadas. As 
análises microbiológicas foram realizadas em amostras de 
cada parcela, avaliando-se os seguintes parâmetros rela-
cionados com a atividade microbiológica: 
TABELA 1. Composição química do solo antes do plantio do experimento. 





- 	 4,3 1.13 	 6.50 	 4.03 	 1,41 	 0,27 	 5,71 	 12,21 	 46,76 	 16,52 
20-40 3,4 0.65 • 	 4,1 2.43 	 9.25 	 3.07 	 1,26 	 0.22 	 4,55 	 13,80 	 32,97 	 • 34.81 
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Biomassa microbiana 
O N da biomassa microbiana foi extraido com 
;so, 0,25 M (Drookes et ai., 1985; Vance et ai., 1987) 
de 20 g de solo úmido, fumigado com CHCI 3 (Jenkinson & 
Powlson, 1976). Os extratos foram congelados, para aná-
lise posterior do N total por Kjeldahl. 
População de amonificadores e oxidantes do nitrito 
Diluições do solo em solução salina esterilizada 
(NaCI a 0,85%) foram inoculadas em meios líquidos espe-
cíficos e os números de células dos microrganismos amoni-
ficadores e das bactérias oxidantes do nitrito foram avalia-
dos segundo Andrade et ai. (1994), expressando-se os re-
sultados com base no solo seco. O potencial nitrificante 
foi determinado em 100 g de solo, suplementado com N 
na forma de (NH4)2SO4, e incubado por 21 dias a 25°C, 
tendo-se, como controle, o solo sem adição de N. Os teo-
res de nitrato e amônio foram avaliados segundo Andrade 
etal. (1994). 
Teor de compostos fenólicos do solo 
Foi obtido segundo modificação do método de Pedersen 
et ai. (1991). Amostras com 100 g de solo e 
100 mL de Ca(OH) 2 40,5 mM foram agitadas por 48 ho-
ras, seguindo-se um período de 12horas para sedimenta-
ção a 4°C. O sobrenadante foi filtrado e centrifugado a 
2.500 rpm por 30 minutos, procedendo-se a diversas 
filtragens. O teor total de compostos fenólicos foi, então, 
calculado pelo coeficiente de extinção da genisteína 
(log e = 4,50 a 263 nm), após leitura da densidadé óptica 
dos extratos a 263 nm. Os resultados obtidos foram con-
vertidos para massa de solo seco. 
Indução dos genes da nodulação de Ebizobiura pelos 
extratos de solo 
Foi avaliada pela atividade da 0-galactosidase, com a 
bactéria R131,1283. Os extratos de solo foram coletados, 
medindo-se o volume do sobrenadante e, então, liofilizados, 
ressuspensos em água deionizada estéril e incubados com a 
bactéria para o ensaio, que foi realizado conformejá men-
cionado. 
População de R/iizobium 
Dez gramas do solo foram diluídos em solução com 
NaCI a 0,85% esterilizada para avaliação do número de 
células viáveis pelo método do NMP. A população de E. 
tropici foi avaliada por inoculação das diluições do solo em 
leucena (Leucoena !eucocepha!a), seguida pelo isolamento 
das bactérias de dois nódulos da última diluição de cada  
repetição positiva e pela reinoculação desses isolados em 
feijoeiro. As bactérias capazes de nodular a leucena e o 
feijoeiro foram classificadas como R. tropici, e aquelas que 
nodularam somente a leucena foram classificadas como 
Rhizobium spp. A população de R. cdi foi avaliada pela 
inoculação das diluições do solo em plântulas de feijoeiro, 
cv. Negro Argel pois, como os conhecimentos atuais indi-
cam que as estirpes que nodulam exclusivamente o feijoeiro, 
nas Américas do Sul e Central, pertencem à espécie R. ciii 
e não à E. !eguminosarum biovarphasco!i (Segovia et ai., 
1993), considerou-se que as estirpes que nodularam exclu-
sivamente o feijoeiro pertencem à espécie R. ei!!. Os resul-
tados foram corrigidos para a massa em gramas de solo 
seco. 
Isolamento de estirpes eficientes de R/zizobium 
Cinco vasos de 1,5 L de capacidade foram preenchidos 
com solo de cada um dos três tratamentos e quatro repeti-
ções, no total de 60 vasos. Sementes de feijão, cv. Negro 
Argel, foram desinfectadas e semeadas deixando-se, após 
o desbaste, uma planta por vaso. Aos 30 DAE foram esco-
lhidos três nódulos eficientes por planta (pelo diâmetro, 
de cerca de 2 mm e coloração interna vermelha intensa), 
procedendo-se ao isolamento das bactérias. Na etapa se-
guinte, os três isolados foram inoculados, individualmen-
te, em feijoeiro, cv. Negro Argel, em vasos de Leonard 
modificados, selecionando-se, de cada três vasos, aos 
30 DAE, aqueles que proporcionaram maior acúmulo de 
N total nas plantas. Isolaram-se, então, bactérias de um 
nódulo eficiente por planta, no total de 20 isolados por 
sistema de cultivo. Esses isolados foram novamente ino-
culados na cultivar Negro Argel, em vasos de Leonard mo-
dificados, avaliando-se o N total acumulado pelas plantas 
aos 30 DAE. 
População de Azospird!um spp. 
Utilizaram-se lo g de solo em diluições sucessivas e a 
população foi avaliada pelo método do NMP pela 
inoculação em meio NFb semi-sólido e isento de N 
(Moreira, 1994). 
Número de esporos e classificação das espécies de fun-
gos micorrízico-arbusculares 
Os esporos de fungos micorrízico-arbusculares (FMA) 
foram extraídos do solo por peneiramento úmido e 
centrifugação em água e sacarose a 45%, sendo contados 
em microscópio estereoscópico (aumento de 80X). Para a 
identificação, os FMA foram multiplicados em vasos de 
cultivo que continham solo do experimento e feijoeiro e mi-
lho como hospedeiros e observados em lâminas microscó-
picas (Colozzi-Filho & Balota, 1994). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Resultados obtidos em laboratório e casa de 
vegetação 
Quando o feijoeiro, cv. Negro Argel, submetido 
à inoculação da estirpe CIAT 899, recebeu exsudatos 
de sementes de diversas cultivares de feijoeiro e 
milho, observou-se incremento na nodulação e no 
acúmulo de N total na parte aérea, particularmente 
com os exsudatos das cultivares de feijoeiro Negro 
Argel e Carioca e das cultivares de milho Centralmex 
e AG162 (Tabela 2). Esses resultados indicam que 
tanto nos exsudatos da leguminosa como nos da 
gramínea estava presente algum fator capaz de 
incrementaz a nodulação do feijoeiro pela estirpe 
CIAT 899. 
Em investigação posterior, procurou-se detec-
tar se esses exsudatos possuíam atividade indutora 
dos genes da nodulação (geties nod, nol e noe) de 
Rhizobium. Observou-se, então, que os exsudatos 
TABELA2. Efeito da adição de exsudatos aquosos es-
téreis de sementes de feijão e de milho na 
nodulação e acúmulo de N pelo feijoeiro, 
cv. Negro Argel, submetido à inoculação 
da estirpe deR. Iropici CIAT 899. As plan-
tas foram coletadas aos 30 dias após a 
emergência. Os valores representam 
médias de quatro repetições e, quando 
seguidos pela mesma letra, não diferem 




Massa de nódulos 
secos 
(mg.planta") 
N total da parte 
aérea 
(mgN.planti') - 
Controle 40d 85cd 
Exsudato de feijão 
cv. Negro Argel 97a 1 l5ab 
cv. Carioca A 	 88ab 132a 
cv. Carioca-80 63c 90cd 
cv. Rio Tibagi 50cd SScd 
Exsudato de milho 
cv. Centralmex 74bc 1 O4bc 
cv. Sintético IPEAX SOcd SOd 
cv.AG162 69c 86cd 
cv. Agroman 2001 45d 75d 
C.V.(%) SE 10,2 
que permitiram maior nodulação também apresenta-
ram maior atividade da 13-galactosidase, que avalia, 
indiretamente, a expressão desses genes 
(Fig. 1). Sabe-se que os exsudatos de sementes e 
raízes de leguminosas possuem substâncias 
indutoras dos genes da noduiação de Rhizobiwn e 
os indutores do feijoeiro foram identificados como 
compostos fenólicos, flavonóides, pertencentes às 
classes das antocianinas, flavonóis, isoflavonóides 
e flavanonas (Hungria et ai., 1991 a, 1991b). Há um 
único relato de exsudatos de gramíneas que ativam 
os genes da estirpe de Rhizobiurn NGR234, que 
possui amplo espectro de noduiação (Le Strange 
et ai., 1990). Desse modo, os resultados encontra-
dos neste experimento, em que exsudatos de se-
mentes de algumas cultivares de milho foram capa-
zes de induzir a atividade da B-galactosidase em ní-
veis próximos aos exsudatos de algumas cultivares 
de feijoeiro indicam que, em consórcio, o milho tam- 
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FIG. 1. Indução dos genes da nodulação, avaliada pela 
atividade da 0-galactosidase da estirpe RBL 
1283 deR. legui'ninosarum bv.p/zaseoli (conten-
do uma fusão plasmidica nod.4-!ac2) pelos 
exsudatos aquosos estéreis liberados pelas 
sementes de cultivares de feijoeiro e de milho 
durante as primeiras 24 horas de embebição. 
Médias de quatro repetições. Barras com a 
mesma letra não diferem, estatisticamente, 
pelo teste de Tukey (P 0,05). 
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bém pode estar contribuindo para a fixação biológi-
ca do N2, através da exsudação de indutores dos 
genes da nodulação. Os resultados obtidos neste 
experimento confirmam, também, observações de 
que a nodulação do feijoeiro poderia estar limitada 
pela quantidade de indutores dos genes da nodulação 
liberados pelas sementes, podendo ser 
incrementada pela suplementação desses compos-
tos (Hungria & Phillips, 1993). 
Estudos com os exsudatos de sementes de fei-
jão e milho indicaram, ainda, que em meio mínimo 
eles podem incrementar a taxa de crescimento de 
Rhfrobium. Na Fig. 2, estão representados os efei-
tos mais favoráveis ao incremento no número de 
células, que foram obtidos com as cvs. Negro Argel 
e Centralmex, respectivamente de feijoeiro e milho. 
Em um trabalho pioneiro, Hartwig et ai. (1991) ob-
servaram que os indutores dos genes da nodulação 
de Rhizobium meliloti também eram capazes de 
incrementar o crescimento dessa bactéria em um 
meio mínimo. Esse efeito não se relacionou com o 
suprimento de carbono, uma vez que ocorreu nas 
primeiras horas de multiplicação, quando ainda ha-
via carbono suficiente para o crescimento das bac-
térias, o que levou os autores a concluírem que o 
efeito positivo desses compostos no crescimento 
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FIG. 2. Crescimento de R. tropkl, estirpe CIAT 899, 
em meio mínimo contendo 1 g.L' de manitol 
e suplementado com 1 mL de exsudato de se-
mentes de feijão, cv. Negro Argel, ou de mi-
11w, cv. Centralmex. Os pontos representam 
médias de quatro repetições. 
tor ainda não conhecido, talvez um sinal molecular 
(Hartwig et ai., 1991). É importante salientar, ain-
da, que o solo normalmente representa um meio 
mínimo, isto é, sem nutrientes em excesso. Com o 
inicio da germinação das sementes, esses compos-
tos presentes nos exsudatos seriam liberados para o 
solo, permitindo o incremento na taxa de crescimento 
das bactérias e a indução dos genes da nodulação, o 
que poderia explicar as maiores nodulações encon-
tradas após a adição dos exsudatos (Tabela 2). 
A sobrevivência das bactérias na rizosfera das 
plantas também é um fator de grande importância 
que deve ser investigado. As cultivares de milho 
Centralmex e AO 162 foram capazes de, durante o 
período de 20 dias, manter populações de Rhizobium 
tropici em níveis comparáveis aos de Carioca-SO e 
Rio Tibagi (Tabela 3). Do mesmo modo, as cultiva-
res de feijoeiro Negro Argel e Carioca permitiram a 
sobrevivência de Azospirilium lipoferum, princi-
pal bactéria fixadora de N 2 que se associa ao milho 
(Magalhães et ai., 1979), em níveis comparáveis ao 
do milho. Bactérias do gênero Azospirilium têm 
sido relacionadas a gramíneas, tanto pelo número 
TABELA3. Contagem da população de Rhizobium 
tropici estirpe CIAT 899 e Azosplrillum 
lipoferum estirpe Sp242 na rizosfera de 
genótipos de feijoeiro e milho aos 20 dias 
após a inoculação. Os valores represen-
tam médias de quatro repetições e, 
quando seguidos pela mesma letra, não 
diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey (Ps0,05), que foi realizado com os 
dados não transformados. 
Tratamento R. tropici 	 A. lipofenan 
(log n° células.g' substrato) 
Controle sem planta 3,80e 4,25c 
Feijoeiro 
cv. Negro Argel 7,ISa 6,83a 
cv. Carioca 7,05a 6,88a 
cv. Carioca-lo 6,45bc 5,82b 
cv. Rio Tibagi 6,03bcd 5,50b 
Milho 
cv. Centralmex 6,52b 7,33a 
cv. Sintético IPEAX 5,97cd 6,98a 
cv. AG162 6,38bc 7,21a 
cv. Agroman 2001 5,81d 6,97a 
CV. (%) 18,12 23,14 
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elevado de células na rizosfera dessas plantas, como 
pela ocorrência nos espaços extra e intercelulares 
do córtex e intercelulares da endoderme e do xilema 
(Patriquin et ai., 1983). Apesar de tais observações 
sugerirem uma relação intima bactéria-planta, não 
deve ser descartada a possibilidade de que as plan-
tas que não apresentem essa relação possam tam-
bém estimular a população de Azospirilium spp., 
através da exsudação de metabólitos, como foto caso 
do número de células na rizosfera de milho após a 
adição de exsudatos de feijão (Tabela 3). Essas ob-
servações com Rhizobium e Azospirilium podem 
indicar um mecanismo evolutivo, para permitir a 
sobrevivência das bactérias no solo, na ausência de 
seu hospedeiro principal. 
Resultados obtidos no experimento de tampo 
O rendimento do feijoeiro foi de 894 kg.ha', 
quando em monocultura, e de 1.133 kg.ha' em con-
sórcio, enquanto, para o milho, esses rendimentos 
foram de 1.758 kg.ha' e 1.955 kg.ha', respectiva-
mente para a monocultura e o consórcio. Além des-
sas diferenças no rendimento, constatou-se que, após 
dois anos de cultivo sem a introdução de qualquer 
microrganismo, foram encontradas diferenças acen-
tuadas na população microbiana do solo. 
O índice de biomassa microbiana foi signiflcati-
vamente maior no solo cultivado com feijoeiro sol-
teiro ou em consórcio com o milho em relação ao 
milho solteiro (Tabela 4). Os menores valores en-
contrados com milho solteiro podem estar relaci-
onados com a qualidade do substrato, urna vez que a 
biomassa microbiana é controlada não só pelo teor  
de matéria orgânica acrescentada ao solo, mas tam-
bém pelo teor de N desses resíduos (Barford & 
Lajtha, 1992; Wardle & Hungria, 1994). 
Embora não tenham sido detectadas diferenças 
no número de oxidantes do nitrito e de 
amonificadores entre os sistemas de cultura, o po-
tencial nitrificante foi mais elevado com o feijoeiro 
em monocultura, o que também deve estar relacio-
nado com a relação C:N desse material. Nos solos 
com feijoeiro houve maior acúmulo de fenólicos 
(Fig. 3) e, embora alguns estudos tenham demons-
trado que compostos fenólicos e taninos exsudados 
pelas raízes podem inibir o processo de nitrificação 
(Rice & Pancholy, 1973), isso foi contestado por 
outros autores (McCarty & Bremner, 1986), que não 
observaram inibição do processo de nitrificação, 
mesmo com quantidades superiores de fenólicos às 
encontradas no solo. 
A ocorrência de Azospirilium spp. tem sido nor-
malmente associada a gramíneas (Patriquin et ai., 
1983), mas sua presença é generalizada, o que fica 
constatado pela população elevada desse gênero 
mesmo na presença do feijoeiro em monocultura 
(Tabela 4). 
Observaram-se alterações qualitativas e quanti-
tativas na população de rizóbio nos solos sob dife-
rentes cultivos (Tabela 4 e Fig. 4). O número total 
de células de Rhizobium viáveis no solo foi sem-
pre superior napresença do feijoeiro, não diferin-
do entre o sistema de monocultura e consórcio 
(Tabela 4). Em um trabalhà cànduzido com R. 
ineliloti em sistemas de rotação de cultura, tam-
bérn foi observado què a população era influencia- 
TABELA4. Biomassa microbiana total, potencial nitrificante e população de microrganismos oxidantes do 
nitrito, amonificadores e de Azospirilium spp. após o cultivo de milho e feijoeiro em monocultura 
ou consórcio na região de Irati, l'R. Os valores representam médias de quatro parcelas e, quando 
seguidos pela mesma letra, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P 0,05). 
Sistema de cultivo Teor de N da Potencial Oxidantes do Amonilicadores -. Azosp/rillum spp. Rhizobium 
biomassa nitrificante nitrito 	 - 
- Spp. 
- 
(sg N.g' de solo) - (log n'de células.g' de solo) 
Milho 29,38b 52,21b 3.773 5,74a 6,50a 2,18b 
Feijoeiro 41,65a 70,42a 3,27a 5,94a 6,30a 2,70a 
Milho/feijoeiro 45,07a 56,191a 3,41a 6,02a 6,45a 2,69a 
CV ('lo) 19,01 8,86 20,62 6,74 5,51 5,80 
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da pela presença da leguminosa (Tripiett etal., 1993). 
Intrigantes, porém, foram as diferenças encontradas, 
entre os sistemas de cultivo, nas espécies de 
Rhizobium presentes no solo (Fig. 4). No solo sob 
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F1C.3. Teor de compostos fenólicos nos extratos de 
solos sob cultivo com feijoeiro e milho em 
monocultura e consórcio e atividade dos ex-
tratos de solos na indução dos genes dn 
nodulação deR. leguininosarum bv.phaseo!i, 
RBL 1283, avaliada pelo método indireto de 
atividade da fi-galactosidase. Médias de qua-
tro repetiçôes. Barras com a mesma letra não 
diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey 
(P5O,05). 
Pesq, agropec. bras., Brasília, v.32, n.8, p.807-818, ago. 1997 
da por nodular apenas o feijoeiro e que apresenta 
menor estabilidade genética do que R. tropici 
(Martínez-Romero et ai., 1991; Segovia et ai., 
1993) esteve ausente. Nos solos onde o feijoeiro 
cresceu em monocultura e consórcio, essa mesma 
espécie de rizóbio representou, em média, 15% da 
populaçâo de Rhizobium capaz de nodular o 
feijoeiro. Nesses solos, houve predominância de 
Rhizobium trop ici, capaz de nodular o feijoeiro e a 
ieucena, e mais estável geneticamente (Martinez-
-Romero etal., 1985, 1991). Pouco se sabe sobre os 
fatores que determinam a dominância de uma das 
espécies capazes de nodular o feijoeiro. Há relatos 
no México (Martínez-Romero et ai., 1985) e em 
Burundi, na África (Amarger et ai., 1993), de que 
R. etii representaria quase que a totalidade da popu-
lação rizobiana que nodula o feijoeiro, enquanto, no 
Kénia (Gilller et ai., 1993), há predominância de R. 
iropici. Número elevado de bactérias da espécie 
1,5 
o 
0 .8 1,0 
tal 
na 
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Sistema de cultivo 
FUI 4. População de U Riaizobium ei!!, O Rhizobium 
iropici e D Rhizobium spp. em solo sob culti-
vo com feijoeiro e milho em monocultura ou 
consórcio. O número de células viáveis foi 
avaliado pelo método do Número Mais Prová-
vel (NMP) com contagem em plantas de 
feijoeiro e leucena. Os valores representam 
médias de quatro parcelas do campo. Barras 
com a mesma letra não diferem estatistica-
mente, pelo teste de Tukey (Ps0,05). 
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R. tropici também foi observado em solos dos Cena-
dos brasileiros (Mercante, 1993). Giller et aI. (1993) 
constataram, ainda, que solos ácidos parecem favo-
recer a predominância de E. tropici o que, devido ao 
baixo pH do solo onde este experimento foi conduzi-
do, poderia explicar a predominância dessa espécie. 
Na monocultura de milho, houve um incremento na 
população de Rhizobium spp., isto é, de rizóbio ca-
paz de nodular somente leucena. 
Os extratos de solo dos três sistemas de cultura 
mostram que, na presença do feijoeiro, houve um 
maior acúmulo de compostos fenólicos no solo 
(Fig. 3). O maior teor de fenólicos, encontrado no 
solo sob consórcio, correlacionou com a maior ati-
vidade da 13-galactosidase (Fig. 3), indicando que 
esses fenólicos incluíam sinais indutores dos 
genes da nodulação e não substâncias inibidoras 
dessa atividade. 
Depois de três etapas de seleção das estirpes 
mais eficientes, que foram isoladas dos três siste-
mas de cultivo, constatou-se que as bactérias pro-
venientes dos tratamentos com feijoeiro em con-
sórcio ou monocultura foram as mais eficientes, 
promovendo maior nodulação e acúmulo de N na 
parte aérea (Tabela 5). Estudos mais detalhados 
sobre esses isolados estão sendo realizados. 
O número de esporos de fungos micorrízico-
-arbusculares foi superior no tratamento com feijoeiro 
em monocultura (203 esporos.100 mL" de solo) do 
que com milho solteiro (91 esporos) ou em consórcio 
(96 esporos), embora o milho seja reconhecido como  
excelente hospedeiro para multiplicação de FMA. Os 
efeitos de exsudatos radiculares sobre os fungos MA 
só começaram a ser estudados recentemente e 
Siqueira et aI. (1991) relataram 4ue os isoflavonóides 
formononetina e biocanina, exsudados por raízes de 
frevo, estimularam o crescimento micelial e a coloni-
zação das raízes. Neste trabalho, a presença do 
feijoeiro em monocultura ou consórcio tendeu a 
incrementar o teor de fenólicos totais no solo 
(Fig. 3), o que pode ter conduzido à maior esporulação 
de fungos. Embora o número dc esporos seja impor-
tante para determinar o potencial de inóculo do solo, 
ele não determina a eficiência simbiótica dos fungos 
MÁ, pois a capacidade de esporular é própria de 
cada espécie e pode ser afetada pelas características 
do solo e pelas culturas. No caso dos sistemas agrí-
colas em estudo neste experimento, constatou-se que 
o feijoeiro, particularmente em monocultura, propor-
cionou também maior número de espécies de FMA 
(Tabela 6). 
• Esses resultados indicam que a microflora do solo 
é bastante afetada pelos sistemas de cultivo. A pre-
sença de uma leguminosa, o feijoeiro, estimulou a 
biomassa microbiana, o potencial nitrificante, a po-
pulação de rizóbio e de FMA. Em algumas classes de 
microrganismos, como os rizóbios e os FMA, o 
feijoeiro também estimulou a diversificação de espé-
cies. Parte desses efeitos pode estar relacionada com 
a maior exsudação de compostos fcnólicos pelas 
sementes e raízes, resultando em acúmulo na 
rizosfera. Isto fica evidenciado pelas observações 
TABELAS. Massa e teor de N acumulado na parte aérea de feijoeiro, cultivar Negro Argel, submetido à 
inoculação dos isolados de rizóbio mais eficientes provenientes das parcelas com milho ou feijoeiro 
em monocultura ou em consórcio. Médias de 20 repetiçes coletadas aos 30 dias após a emergência. 
Valores seguidos pela mesma letra não diferem, estatisticameate, pelo teste de Tukey 
(P s; 0,05). 
Sistema de cultivo de onde Massa da parte aére seca Teor de N da parte aérea N total da parte aérea 
procederam os isolados (gpl') (%) ' 	 (mg N.pl") 
Milho 2,58b , 	 3,33a 83,80b 
Feijoeiro 	 ' 3,74a , 	 3,36a 127,17a 
E Milho/feijoeiro 444a 2,89b , 126,26a 
Testemunha' 	 , 3,82 2,90 110,65 
C.V. (Vo) 18.28 784 21,57 
Plantas não submetidas à inolucação; receberam adubaçao com 80 mg.planta'.semana' de 1.4; os valores cogespondentes não foram considerados na 
análise estatlstica. 
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TABELA 6. Espécies de fungos micorrízico-
-arbuscutarcs (F1%IA) isolados da rizosfera 
de feijoeiro e milho cultivados em 
monocultura ou consórcio na região de 
Irati, PR. 
Espécies de FMA 	 Feijoeiro Milho Feijoeiro/milho 
REFERÊNCIAS 
AMARGER, N.; MAZURIER, SI.; GENIAUX. E.: 
LAGUERRE, G. Indigenous populations ofR/si:obiurn 
nodulating Phascolus vulgaris. In: PALACIOS, R.: 
MORA, J.; NEWTON, W,E. (Eds.). New horizons 
in nitrogen fixation. Dordrecht: Kluwer Academic 
Pub., 1993. p593. 
Scurellospora barro goma (Nicol, & 
OrrdjWalker & S,nders 
Scu,e!Ivspora pel/ucida (Nicol. & 
Schencic) Wallcer & Sander, 
Gigaspora ep.' 
Glom,, ap.' 
Acautospora scrohic,s/aa (Trappe) 
+ 	 ANDRADE, D.S.; MIYAZAWA, M.; l-IAMAKAWA. 
+ 	 P.J. Microrganismos amonif,cadores e nitrif,cadores. 
+ 	 In: HUNGRIA, M.; ARAUJO, R.S. (Eds.). Manu- 
ai de métodos empregados em estudos dc 
+ 	 microbiologia agrícola. Brasilia: Embrapa-SPI. 1994. 
p.355-367. 
Espécies sem idensif',caçao conf',nnada. 
'(+) presença e (-) ausência de FMA. 
de que os exsudatos de feijoeiro e de milho 
incrementaram as taxas de multiplicação de 
Rhizobium e de Azospirilium, ativaram a indução 
dos genes da nodulação de Rhizobium e estimula-
ram a nodulação e fixação biológica do nitrogênio 
no feijoeiro 
CONCLUSÕES 
1. Exsudatos de sementes de feijão e de milho 
incrementam as taxas de multiplicação de 
Rhizobium e de Azospirilium, a indução dos genes 
da nodulação de Rhizobium e estimulam a 
nodulação e a fixação biológica do nitrogênio em 
feijoeiro. 
2. A presença do feijoeiro em monocultura ou 
em consórcio com o milho incrementa, em rela-
ção à monocultura com milho, a biomassa 
microbiana, o número de células e a biodiversidade 
de Rhizobium e o número de espécies de fungos 
micorrízico-arbusculares. 
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